























×１０７～２×１０７　ｍＬ－１）［４－７］，严 重 限 制 了 该 表 达 系 统 的









种 适 合 盘 基 网 柄 菌 生 长 的 新 型 合 成 培 养 基，命 名 为
ＳＩＨ．在该改良 培 养 基 中 盘 基 网 柄 菌 以 代 时８～１０ｈ
的速度生长，其最大细胞密度可达到３×１０７～５×１０７
ｍＬ－１．然 而 ＯＰＡ 不 能 与 二 级 氨 基 酸 直 接 反 应［１１］，
Ｈａｎ等未能检 测 出ＦＭ 合 成 培 养 基 所 含 的 全 部 氨 基
酸，而仅能对 所 检 测 出 的 氨 基 酸 进 行 优 化．本 文 选 用
２，４－二硝基 氯 苯（ＣＤＮＢ）为 柱 前 衍 生 化 试 剂，在 碱 性
条件下定量地与氨基酸缩 合 成 Ｎ－二 硝 基 苯 基 氨 基 酸








重组 盘 基 网 柄 菌 ＡＸ３－ｐＬｕ８为 本 实 验 室 保 存 菌
种，该克隆菌可分泌表达ＦａｓＬ蛋白［１２－１３］．
１．１．２　培养基
复合 ＨＬ－５Ｃ培养基［６］，每升 ＨＬ－５Ｃ培 养 基 中 含
有１０ｇ　Ｄ－葡 萄 糖、５ｇ酵 母 粉、５ｇ朊 蛋 白 胨、２．５ｇ
细菌用胰蛋白胨、２．５ｇ酪 蛋 白 胨、１．２ｇ　ＫＨ２ＰＯ４ 和
０．３５ｇ　Ｎａ２ＨＰＯ４．用２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 或 质 量 分 数 为
１０％的 Ｈ３ＰＯ４ 将ｐＨ 调 至６．５后 在１×１０５　Ｐａ下 灭





























Ｌ－精氨酸 ３．３ 生物素 ０．０２０ Ｎａ２ＥＤＴＡ　 １３ ＮａＨＣＯ３ ０．２ 葡萄糖 　５６
Ｌ－天冬酰胺 ２．３ 维生素Ｂ１２　 ０．００５ Ｈ３ＢＯ３ １．８ ＮＨ４Ｃｌ　 １．０
Ｌ－天冬氨酸 １．１ 叶酸 ０．２０ ＣｏＣｌ２ ０．７ ＣａＣｌ２ ０．０２
Ｌ－半胱氨酸 １．５ 硫辛酸 ０．４ ＣｕＳＯ４ ０．６ ＦｅＣｌ３ ０．１０
甘氨酸 １２．０ 核黄素 ０．５ （ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４ ０．０８ ＭｇＣｌ２ ０．４０
Ｌ－谷氨酸 ３．７ 硫胺素 ０．６ ＭｎＣｌ２ ２．６












为了预培 养 盘 基 网 柄 菌，在３００ｍＬ摇 瓶 中 装 入３０
ｍＬ复合 ＨＬ－５Ｃ培 养 基，接 入 对 数 生 长 期 的 细 胞，使
其初始浓度为０．５×１０５～１．０×１０５　ｍＬ－１，在２１～２２
℃、摇床培养（１５０ｒ／ｍｉｎ）４～５ｄ后细胞密度通常可以







Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００高效液 相 色 谱 仪，配 有 Ｇ１３２２Ａ在
线脱气 仪；Ｇ１３１１Ａ 四 元 泵 系 统；Ｇ１３１４Ａ 可 变 波 长
紫外 检 测 器；Ｇ１３２８Ｂ手 动 进 样 器．ＨＣ－Ｃ１８柱 色 谱
柱，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，粒 径５μｍ，柱 温３０℃，检 测
波长３６０ｎｍ．流动相Ａ：０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠缓冲溶液







标 准 品：Ｌ－精 氨 酸（Ａｒｇ），Ｌ－天 冬 酰 胺 ·Ｈ２Ｏ
（Ａｓｎ），Ｌ－天 冬 氨 酸（Ａｓｐ），Ｌ－半 胱 氨 酸·ＨＣｌ（Ｃｙｓ－
ＨＣｌ），Ｌ－谷氨酸（Ｇｌｕ），甘氨酸（Ｇｌｙ），Ｌ－组氨酸（Ｈｉｓ），
Ｌ－异亮氨 酸（Ｉｌｅ），Ｌ－亮 氨 酸（Ｌｅｕ），Ｌ－赖 氨 酸·ＨＣｌ
（Ｌｙｓ－ＨＣｌ），Ｌ－蛋氨酸（Ｍｅｔ），Ｌ－苯丙氨酸（Ｐｈｅ），Ｌ－脯
氨酸（Ｐｒｏ），Ｌ－苏 氨 酸（Ｔｈｒ），Ｌ－色 氨 酸（Ｔｒｐ），Ｌ－缬 氨
酸（Ｖａｌ），均为日本味之素公司产品．
试剂：ＣＤＮＢ为分析纯，德国ＡＢＣＲ公司产品；乙
腈为色谱纯，中 国 医 药 集 团 上 海 化 学 试 剂 公 司 产 品；
















精确量取 混 合 标 准 溶 液 或 样 品１ｍＬ，置 于１０
ｍＬ棕 色 容 量 瓶 中，加 入０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨＣＯ３３．０
ｍＬ，加入１ｍＬ　２０％ ＣＤＮＢ（乙 腈 稀 释），摇 匀．置８０
℃恒温水浴中，暗处 反 应２ｈ，迅 速 冷 却 至 室 温．加 入
１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ　１５０μＬ，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＨ２ＰＯ４ 缓 冲













取得满 意 的 分 离 效 果．其 中Ｌｙｓ为 二 氨 基 氨 基 酸，可
与ＣＤＮＢ衍生成３种产物，第３种衍生产物混杂在未









２个峰，推测Ｃｙｓ可能与 培 养 基 中 的 其 他 组 分 生 成 络
合物而未能 以 游 离 状 态 存 在．这 一 结 论 与 Ｈａｎ等［１０］





－１） 线性回归方程　　 相关系数　 ＲＳＤ／％
　Ａｓｐ 　６～６００　 Ｙ＝１．４１８×１０２＋４．１７９　Ｘ　 ０．９９３　 １．４６５
　Ｇｌｕ 　６～６００　 Ｙ＝１．２２０×１０２＋３．６５４　Ｘ　 ０．９９３　 １．６８８
　Ａｓｎ 　６～６００　 Ｙ＝６．１０１×１０１＋１．７０６　Ｘ　 ０．９９２　 ８．００４
　Ｈｉｓ 　６～６００　 Ｙ＝１．４０４×１０２＋５．４３８　Ｘ　 ０．９９５　 １．６０９
　Ｇｌｙ 　１０～１０００　 Ｙ＝４．２８４×１０２＋１０．２８８　Ｘ　 ０．９９５　 １．４５０
　Ａｒｇ 　６～６００　 Ｙ＝７．２０６×１０１＋２．３３８　Ｘ　 ０．９９３　 １．９４８
　Ｔｈｒ 　６～６００　 Ｙ＝１．０７４×１０２＋３．３７８　Ｘ　 ０．９９３　 １．３７７
　Ｐｒｏ 　１０～１０００　 Ｙ＝５．０９１×１０１＋１４．８４１　Ｘ　 ０．９９９　 １．６９５
　Ｌｙｓ 　２０～２０００　 Ｙ＝１．０８２×１０２＋３．０７５　Ｘ　 ０．９９９　 １．８６５
　Ｖａｌ 　１０～１０００　 Ｙ＝３．１９８×１０２＋７．２５３　Ｘ　 ０．９９５　 １．７２１
　Ｍｅｔ 　６～６００　 Ｙ＝１．５５２×１０２＋５．６７８　Ｘ　 ０．９９５　 １．６８１
　Ｉｌｅ 　６～６００　 Ｙ＝１．９０８×１０２＋７．５４７　Ｘ　 ０．９９６　 １．７６４
　Ｌｅｕ 　１０～１０００　 Ｙ＝２．７０２×１０２＋５．８１０　Ｘ　 ０．９９５　 １．７９５
　Ｔｒｐ 　６～６００　 Ｙ＝６．２５９×１０１＋８．２８９　Ｘ　 ０．９９９　 １．８５６
　Ｐｈｅ 　６～６００　 Ｙ＝１．５９９×１０２＋６．６５０　Ｘ　 ０．９９６　 １．８５６
　Ｃｙｓ 　６～６００　 Ｙ＝－３．６０３×１０１＋１０．７１８　Ｘ　 ０．９９６　 １．９５５
２．３　标准曲线和精密度实验
分别取１．２．３中所述混合标准氨基酸溶液０．０１，
０．０２，０．１，０．２，０．４，０．５，０．８，１．０ｍＬ，按 前 述 衍 生 化
方法制得ＤＮＰ－氨 基 酸，并 按 色 谱 条 件 测 定．以ＤＮＰ－
氨基酸峰面积为纵坐标Ｙ，氨基酸质量浓度（μｇ／ｍＬ）
为横坐标Ｘ，对测得数据进行线性回归．结果表明，在














培养基 中 氨 基 酸 含 量 的 比 值．除Ｌｙｓ外，盘 基 网 柄 菌





本研究中采 用 的ＣＤＮＢ柱 前 衍 生 反 相 高 效 液 相
色谱法，可以 对１６种 氨 基 酸 进 行 分 离 检 测 及 定 量 分





















































［１３］　 王颖．重 组 盘 基 网 柄 菌 高 密 度 发 酵 合 成 培 养 基 的 优 化
研究［Ｄ］．厦门：厦门大学，２００７．







［１６］　 聂小春，程岚，付丽娟，等．柱 前 衍 生 化 高 效 液 相 色 谱 法
测定复方氨 基 酸 制 剂 的 应 用 研 究［Ｊ］．药 物 分 析 杂 志，
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